Verifica di potenziali biomarcatori in pazienti con disturbo bipolare by PELOSI, ALICE
  
UNIVERSITÀ DEGLI STUDI DI PISA 
Dipartimento di Farmacia 
CORSO DI LAUREA MAGISTRALE IN FARMACIA 
 
 
TESI DI LAUREA 
Verifica di potenziali biomarcatori in pazienti  
con disturbo bipolare 
 
Relatore:  





Dott.ssa Laura Giusti 
 





1. Introduzione          3 
1.1   Il Disturbo Bipolare         3 
1.2   La diagnosi          6 
1.3   Il trattamento         9 
1.3.1 Terapia farmacologica       9 
1.3.2 Psicoterapia e psicoeducazione     13 
1.4   Proteomica e disturbo bipolare      14 
1.4.1 La proteomica        14 
1.4.2 Strumentazione alla base dello studio proteomico  15 
1.4.3 Studi su BD e tessuti d’interesse     18 
 
2. Scopo della tesi                 22 
 
3. Materiali e metodi                23 
3.1   Materiali         23 
3.1.1 Reagenti e strumentazione      23 
3.1.2 Reclutamento dei pazienti      24 
2 
 
3.1.3 Preparazione dei linfociti da sangue intero   26 
3.2   Metodi          29 
3.2.1 Dosaggio proteico RC/DC Bio-Rad     29 
3.2.2 SDS-Page Western Blot      31 
3.2.2.1 Preparazione      32 
3.2.2.2 La corsa elettroforetica     34 
3.2.2.3 Il trasferimento da gel a membrana di nitrocellulosa 35 
3.2.2.4 Trattamento della nitrocellulosa e sviluppo  36 
 
4. Risultati e discussione                39 








1.1 Il Disturbo Bipolare 
 
Il Disturbo Bipolare (BD, Bipolar Disorder) è un disturbo dell’umore, definizione 
con la quale si intendono tutte le deviazioni non fisiologiche di risposta emotiva 
agli avvenimenti della vita.  
Indicativamente si può dire che un soggetto sano risponde emotivamente a 
sollecitazioni o reagisce agli eventi in modo ordinario, provando tristezza nelle 
avversità o felicità nella buona sorte. Queste risposte fanno parte di un quadro 
produttivo e psicologico di benessere.  
Un soggetto affetto da BD, al contrario, vive periodi in cui umore, energia 
psicofisica e modalità di pensiero deviano radicalmente dal quadro 
precedentemente descritto; questi “episodi affettivi” possono scatenarsi sia 
spontaneamente sia come risposta intensa a stimoli di stress esterni e sono 
divisibili in due estese classi: 
Depressione (fase ipotimica): in termini di durata è generalmente la fase 
più significativa del disturbo (fino a 7-8 mesi consecutivi) durante la quale si 
osservano modificazioni negative del comportamento come insonnia, 
irrequietezza, rallentamento nelle azioni fisiche e nei pensieri fino all’incapacità 
di compiere le attività basilari della vita dell’individuo. 
È di particolare importanza tenere presente che, contrariamente al senso 
comune, un episodio depressivo non è necessariamente correlato a 
un’esperienza di vita negativa, piuttosto è corretto dire che avvenimenti 
particolarmente impegnativi sul piano emotivo (anche di carattere positivo) 
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provocano episodi depressivi patologici in soggetti che sono geneticamente 
predisposti. Alla luce di questo non è difficile comprendere quanto sia 
imprevedibile la comparsa di questi episodi, il cui esordio può essere più o 
meno progressivo. 
 
Molto spesso a questo periodo ne segue uno detto di “mania” o “ipomania”. 
Mania (ipertimia): nel corso di questa fase si ha una totale inversione 
rispetto alla precedente con un aumento delle energie psicofisiche, euforia, 
aumento delle attività lavorative e sociali. 
È opportuno però fare un’ulteriore distinzione perché questo stato di eccessivo 
benessere può presentarsi con diverse intensità; infatti questo stato è definito 
come mania quando i sintomi sono più intensi portando il soggetto ad avere 
comportamenti pericolosi sia per se stesso che per gli altri, ad esempio 
adottando una condotta sessuale promiscua, giocando d’azzardo, abusando di 
sostanze psicotrope (che possono peggiorare molto il quadro generale di 
euforia) o compiendo atti violenti; mentre è definito ipomania quando il 
comportamento del soggetto rimane organizzato. 
Come quello depressivo l’episodio maniacale può insorgere in qualunque 
momento (essendo di durata variabile il periodo di benessere che segue 
immediatamente l’episodio depressivo), senza una causa specifica e con 
velocità diverse ma si rivela necessario un tempestivo intervento terapeutico 
perché la mania va ad avere un impatto sulla vita socio-economica del paziente 
molto più devastante rispetto alla depressione; inoltre se una persona affetta 
da BD incorre in un episodio maniacale mentre è sotto terapia antidepressiva o 
stabilizzante può prendere l’iniziativa di interrompere il trattamento, questo 
perché il soggetto non si identifica come  “malato”, ha una scarsa 
consapevolezza della situazione dovuta al momentaneo benessere. 
5 
 
Quello sopra descritto è un quadro piuttosto classico di BD in cui il soggetto 
alterna fasi ipotimiche a ipertimiche, entrambe della durata di alcuni mesi, a 
fasi dette “eutimiche” in cui il tono dell’umore, il comportamento, l’energia e il 
flusso di pensieri risultano fisiologici. 
In realtà in molti casi si assiste a profili patologici più complessi caratterizzati da 
irritabilità, agitazione, disturbi del sonno e ansia, non suddivisibili in veri e 
propri periodi, si parla perciò di stati misti, ovvero episodi in cui sono presenti 
alcune componenti depressive ad altre maniacali: ad esempio si possono avere 
momenti di irrequietezza motoria o psicologica unita a mancanza di entusiasmo 
o demoralizzazione. 
 
In alcuni casi lo stato misto può degenerare fino a richiedere il ricovero 
ospedaliero; questo accade quando al quadro comportamentale d’inquietudine 
e agitazione si uniscono sintomi psicotici. 
Questi sintomi derivano da un’iperattività cerebrale che degenera in 
disorganizzazione cognitiva: in altre parole il flusso di pensieri e d’input è 
talmente alto da portare ad una confusione che si traduce in idee insolite di 
diffidenza generale o addirittura di mania complottistica, oppure in voci 
(generalmente di carattere negativo, le voci sentite sono minacciose o cattive o 
comunque non dirette alla salvaguardia del soggetto stesso). Si parla in questi 
casi di stati misti psicotici. 
 
Con “Disturbo Bipolare” si indica la patologia generica, in realtà per inquadrare 
l’andamento e l’intensità del disturbo si distinguono diversi sottotipi ( il cui 
andamento temporale è schematizzato in figura 1.1): 
 
Per Disturbo Bipolare di tipo I s’intende la condizione psichiatrica più intensa e 
grave in cui a episodi depressivi o misti si alternano fasi maniacali in cicli più o 
meno regolari che si ripetono anche a intervalli di anni. 
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Il termine Disturbo Bipolare di tipo II invece identifica condizioni patologiche 
relativamente più lievi in cui non si riscontrano le attività caotiche tipiche delle 
fasi maniacali del primo tipo; infatti nel BD II non si ha mania, ma ipomania. 
Inoltre manca la ciclicità delle fasi. 
In realtà la condizione più comune di disturbo dell’umore è la ciclotimia, 
riassumibile in continue oscillazioni dell’umore senza fasi di eutimia e senza 
grande intensità di fase; i soggetti che soffrono di ciclotimia risultano sempre 
instabili e sono tipici i sintomi di ansia, irritabilità e irrequietezza alternati a 
momenti di indolenza e torpidezza.[1] 
 
Figura 1.1: Schemi di andamento dei diversi sottotipi di BD nell’arco di un anno: 
1.BD tipo I   2.BD tipo II   3.Ciclotimia
1.2 La diagnosi 
Diagnosticare un disturbo dell’umore non è mai una cosa semplice, tanto più se 
si considera un disturbo in cui a periodi negativi se ne alternano altri positivi 




Il riconoscimento dei disturbi dell’umore pone le sue basi in tempi antichi, già 
nei dettami della medicina ippocratica si trovavano dettami riguardanti 
l’equilibrio psico-fisico delle persone[2]. 
Ovviamente quei precetti avevano una valenza più filosofica che psichiatrica, 
ma hanno fornito le basi ad Emil Kraepelin per l’elaborazione di quelli che ha 
definito come “stati fondamentali”:  
•
 Ipertimico: descrive un soggetto esuberante, energico, impulsivo, 
loquace; 
•
 Ciclotimico: descrive un soggetto che alterna apatia ad euforia sia su 
piano astratto, sentimentale, sia su piano concreto, comportamentale; 
•
 Depressivo: descrive un soggetto triste, privo di forze ed introverso; 
•
 Irritabile: descrive un soggetto ipercritico, invadente, impulsivo, che 
tende a elucubrare su ogni avvenimento e ogni pensiero; 
Questi stati erano ritenuti da Kraepelin espressioni attenuate delle 
corrispondenti forme cliniche e costituenti la base dalla quale sorgevano le fasi 
più floride di malattia.[3][1] 
In tempi più recenti grazie a studi come quelli di Akiskal ed altri è stato possibile 
individuare e ridefinire il confine tra personalità, inclinazione e patologia, 
inoltre agli stati individuati da Kraepelin è stato aggiunto quello timido-inibito 
che delinea un soggetto ipersensibile nelle relazioni interpersonali, che sviluppa 
reazioni fisiche più o meno gravi a stimoli stressanti di tipo ansioso. [4] 
 
Ad oggi lo strumento diagnostico che permette di distinguere tra depressione 
bipolare e altre patologie psichiatriche utilizzato dai clinici è il “Diagnostic and 
Statistical Manual of Mental Disorders” nell’edizione IV-TR (modificata nelle 
linee guida riguardanti il Disturbo Bipolare nell’ultima edizione DSM-5). 
Il DSM IV-TR è stato il primo manuale sui disturbi psichiatrici a enfatizzare una 
distinzione tra BD ed altri disordini depressivi; in particolare vengono individuati 
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tre gruppi, due sulla base della “polarità emotiva” e l’altro raggruppante i casi 
residui. 
La diagnosi avviene tramite la compilazione di alcune tabelle da parte del clinico 
durante un’intervista al soggetto in esame; in base alle risposte che 
quest’ultimo darà sarà possibile fare diagnosi di malattia o meno[4].  
Un esempio di tabella di classificazione diagnostica è riportata nella tabella 1.1.  
Esistono diverse controversie riguardo questo metodo diagnostico, in quanto il 
paziente affetto da BD quasi mai è completamente cosciente del proprio stato 
complessivo di malattia, cioè tende a identificare come patologici solo gli 
episodi depressivi[1].  
Con l’obiettivo di trovare strumenti statistici in grado di aiutare le diagnosi di 
disturbi dell’umore sono stati oggetto di studio altri questionari, come il Mood 
Disorder Questionnaire (MDQ) e l’Hypomaniac Checklist (HC-32), purtroppo 
anche per questi modelli si riscontrano i problemi relativi alla soggettività dei 
pazienti: gli stadi maniacali o ipomaniacali non sono descritti come tali, ma 
come periodi di maggior resistenza allo stress e maggiore sicurezza in sé 
stessi[5]. 
 
TABELLA 2-2      DSM-IV-TR criteri per l’episodio maniacale 
A. Un periodo definito di umore anormalmente e persistentemente elevato, espansivo od irritabile, della 
durata di almeno una settimana (o di qualsiasi durata se è necessaria l’ospedalizzazione). 
B. Durante il periodo di alterazione dell’umore, tre (o più) dei seguenti sintomi sono stati persistenti e 
presenti a un livello significativo (quattro se l’umore è solo irritabile). 
1. Autostima ipertrofica o grandiosità; 
2. diminuito bisogno di sonno (ad es. si sente riposato dopo solo 3 ore di sonno); 
3. maggiore loquacità del solito, continua spinta a parlare; 
4. fuga delle idee o esperienza soggettiva che i pensieri si succedano rapidamente; 
5. distraibilità (l’attenzione è facilmente deviata da stimoli esterni non importanti o non pertinenti); 
6. aumento dell’attività finalizzata (sociale, lavorativa, scolastica o sessuale) o agitazione psicomotoria; 
7. coinvolgimento in attività ludiche che hanno un alto potenziale di danno (per es. eccessi nel 
comprare, comportamento sessuale sconveniente, investimenti in affari avventati). 
C. I sintomi non soddisfano i criteri per l’episodio misto. 
D. L’alterazione dell’umore è tale da compromettere il funzionamento lavorativo o delle attività sociali 
abituali o delle relazioni interpersonali o da richiedere l’ospedalizzazione per prevenire danni a sé o agli 
altri, oppure sono presenti manifestazioni psicotiche. 
E. I sintomi non sono dovuti agli effetti fisiologici diretti di una sostanza (per es. una droga di abuso, un 
farmaco o altro trattamento) o di una condizione medica generale (per es. ipertiroidismo). 





Un altro problema che rende difficile la diagnosi è la comorbidità con altre 
patologie psichiatriche: il National Comorbidity Survey Replication, un 
sondaggio condotto negli Stati Uniti al fine di ottenere un quadro 
epidemiologico dei disturbi psichiatrici e di ansia su tutto il territorio nazionale 
condotto tra il 2001 e il 2003 che ha incluso più di 9000 soggetti (scelti tra sani e 
soggetti affetti da disordini psichiatrici)[6], ha rilevato che circa il 90% dei 
soggetti affetti da BD ha indicato di soffrire anche di altri disturbi tra cui ansia e 
problemi di controllo degli impulsi, strettamente correlati abuso di sostanze 
stupefacenti[7]; per il clinico questo significa trovarsi di fronte ad un numero 
molto alto di sintomi che sono difficilmente interpretabili e tra loro confondibili. 
A complicare il quadro analitico c’è la comprovata differenza tra sintomatologia 
femminile e quella maschile, è infatti stato dimostrato tramite l’intervista di 
pazienti con BDI e BDII che a parità di durata della malattia le donne hanno 
riportato un maggior numero di episodi depressivi (e relative ospedalizzazioni) 
rispetto agli uomini che al contrario hanno riportato un numero più elevato di 
episodi maniacali o ipomaniacali[8]. 
 
1.3 Il trattamento  
 
1.3.1 Terapia farmacologica 
La terapia farmacologica è indispensabile al fine di curare la sintomatologia e di 
ridurre la frequenza, la gravità e le conseguenze degli episodi affettivi, 
favorendo un miglioramento della qualità della vita della persona.  
Da quanto detto in precedenza riguardo alle tempistiche e ai sintomi che i 
pazienti presentano risulta evidente che un solo farmaco sia poco efficace nel 
controllo di tutti gli aspetti della malattia ma ch
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terapia polifarmacologica La tabella sotto riportata (1.2) indica 
schematicamente quali siano i farmaci che fanno parte dell’approccio 
terapeutico nel disordine bipolare[1]. 
 
Farmaci utilizzati nel trattamento del disturbo bipolare 











Altri • antipsicotici 
• antidepressivi 
• ipnoinduttori 
• altri antiepilettici 
Tabella 1.2: Schema riassuntivo della terapia farmacologica in pazienti con disturbo bipolare 
 
Stabilizzatori dell’umore: rappresentano la terapia d’elezione per il BD e quando 
affiancati ad altri farmaci rappresentano la base su cui fondare la terapia 
polifarmacologica; hanno lo scopo di stabilizzare i potenziali d’azione delle 
cellule nervose, evitando così scariche elettriche anomale e sono la terapia 
tipica nel BD ma possono essere ritrovati nei piani terapeutici di soggetti 
epilettici: 
• litio (fig 1.2): utilizzato fin dai tempi dei Romani 
ancora oggi è lo stabilizzatore dell’umore per 
eccellenza, in grado di mantenere un equilibrio tra 
fasi ipotimiche ed ipertimiche, ha un’azione farmacologica solo quando 
ha una determinata concentrazione nel sangue, perciò è molto 
importante mantenere sempre sotto controllo la litiemia ed è di 
importanza fondamentale non sospendere il farmaco o prenderne dosi 
errate. Data l’alta correlazione tra concentrazione sanguigna e 
funzionalità, bisogna prestare particolare attenzione all’eliminazione 
renale del farmaco (tenendo anche conto del fatto che è un sale, per 
tanto eliminato più velocemente rispetto ad altre molecole) perciò si 
Figura 1.2: Litio carbonato 
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raccomanda di avvertire il medico e procedere ad un nuovo dosaggio in 
casi di forte sudorazione, vomito, diarrea;  
• carbamazepina (figura 1.3), valproato (figura 
1.4) e lamotrigmina (figura 1.5) : nascono 
come antiepilettici, ma hanno trovato 
applicazione anche nel BD, si legano ai 
recettori neuronali a livello sinaptico 
impedendo la trasmissione dell’impulso 










Altre possibilità terapeutiche sono rappresentate dagli antipsicotici atipici (tra 
cui i più quietapina, olanzapina e risperidone) inizialmente utilizzati solo come 
rimedi a psicosi unipolari come depressione maggiore, mania o schizofrenia che 
hanno dimostrato negli anni di avere un effetto stabilizzante che rendeva 
possibile il loro utilizzo nel BD. Devono la loro attività antipsicotica al blocco 
delle vie dopaminergiche cerebrali, così come i classici, ma riescono grazie a 
qualità chimico-fisiche diverse a non interagire con le via extrapiramidali, 
permettendo (laddove la patologia lo rende possibile) di evitare effetti 
collaterali come tremori involontari e rigidità muscolare. 
Figura 1.3: Carbamazepina 
Figura 1.5: Lamotrigmina Figura 1.4: Valproato 
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Spesso la terapia stabilizzante è integrata con antidepressivi, a causa dei sintomi 
secondari associati al BD,specialmente l’ansia [13]. 
 
Si tratta di farmaci appartenenti a diverse classi farmacologiche: SSRI 
(paroxetina, fluoxetina), antidepressivi di seconda generazione (bupropione), 
SNRI (venlafaxina), antidepressivi triciclici e inibitori della monoammina 
ossidasi. 
L’uso di questi farmaci però è stato oggetto di controversie poiché aumentano il 
rischio di aggravare gli episodi maniacali e gli effetti collaterali degli 
stabilizzatori; inoltre rischiano di mutare l’andamento ciclico delle fasi 
patologiche. 
 
In realtà i ricercatori non sono giunti a determinare se la terapia con 
antidepressivi favorisca o meno la remissione da stati acuti o migliori la qualità 
della vita del paziente, infatti esistono studi in cieco comprovanti l’efficacia di 
questi farmaci nel guarire i sintomi di patologie psichiatriche concomitanti e 
neganti che nel breve termine si siano riscontrati effetti negativi ed altri studi 
che pur utilizzando lo stesso metodo d’indagine, affermano il contrario[14][15], 
talvolta rilevando un’azione limitante l’efficacia degli stabilizzanti[15]. 
Quella del disturbo bipolare è una terapia che dura tutta la vita, ma come la 
patologia muta nel tempo anche il trattamento deve mutare. 
 
Si è adottata perciò una strategia di trattamento “multifase” (Multiphase 
Treatment Strategy) che divide i metodi di cura in tre: trattamento di fase 
acuta, trattamento continuativo e trattamento di mantenimento.  
Il MTS è stato elaborato a partire da diversi studi degli anni 2000 e nella tabella 










Durata 3-8 settimane 2-6 mesi indefinita 
Sintomi Sindromatici sub-sindromatici  assenti o sub-sindromatici 
Stato dell’episodio 
affettivo 
Evidente Parzialmente superato Superato 
Obiettivo Remissione  Recupero Prevenzione dalle ricadute 
Priorità Efficacia Efficacia e tollerabilità Tollerabilità 
Quantità di 
farmaco 
Incremento Continuo, ± decremento Ottimizzazione 
Tabella 1.3: schema analitico adattato [16][17][18][19] della strategia di trattamento multifase del BD. 
 
 
Come si desume dalla tabella riportata per decidere quali siano gli appropriati 
strumenti terapeutici si utilizzano dei sistemi di classificazione  d’intensità e 
gravità[4].  
 
1.3.2 Psicoterapia e psicoeducazione 
L’intervento psicoterapeutico di dialogo con un clinico è consigliato nelle fasi 
post-acute della malattia e in quelle intervallari di eutimia; questo perché il 
paziente in fase acuta non è collaborativo o non riesce a parlare 
oggettivamente di sé stesso. 
Esistono tre percorsi psicoterapeutici: 
• Terapia Cognitivo Comportamentale (TCC): interviene sul paziente al fine 
di modificare alcuni schemi mentali in modo che possano essere 
condizionate emozioni e comportamenti disfunzionali; 
• Terapia Interpersonale e dei Ritmi Sociali (IPRST): rappresenta un 
cammino terapeutico che il paziente deve intraprendere per ristabilire 
routine quotidiane (compresi i ritmi basilari come quello sonno-veglia), 
inoltre focalizza l’attenzione sui rapporti con gli altri; 
• Terapia Familiare Funzionale (TFF): allarga la psicoterapia all’intero 
nucleo familiare del paziente per permettere ai membri della famiglia di 
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allentare eventuali tensioni e di comunicare per favorire uno stato di 
minor stress possibile per il paziente. 
Oltre all’apprendimento della gestione psico-emotiva della malattia i motivi che 
spingono ad affiancare la psicoterapia alla terapia farmacologica sono che non 
sempre i farmaci hanno effetto nei tempi o nell’intensità desiderate dal 
paziente, questo può influire negativamente sulla compliance (adesione alla 
terapia) e comportare un concreto peggioramento della patologia[12]. 
Negli ultimi anni all’intervento psicoterapeutico si è affiancato quello 
psicoeducativo il cui scopo è proprio quello di “educare” il paziente perché 
conosca il proprio disturbo e riesca ad affrontarlo al meglio, sia nelle fasi più 
caotiche che in quelle più equilibrate facendo così in modo che sia più 
consapevole di sé, che rispetti la terapia e che non si senta discriminato[1]. 
 
 
1.4 Proteomica e disturbo bipolare 
 
1.4.1 La proteomica 
La proteomica è una branca della biologia molecolare che ha come obiettivo 
l’identificazione di tutte le proteine che vengono prodotte in un organismo in 
condizioni fisiologiche e di valutarne l’alterazione in stati differenti e di 
comprendere quali meccanismi siano alla base della comparsa degli stati 
patologici e quali biomarcatori possano essere segnali di malattia. 
Questo studi affondano le proprie radici nella genomica ma la radicale 
differenza tra le due indagini è che il genoma è un’entità fissa mentre il 
proteoma è variabile in modo costante durante la vita di un individuo, inoltre 
all’interno di questo organismo ci sono diversi tipi di tessuto, con diversi tipi di 
cellule che quindi avranno una produzione differente di proteine. 
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Per questo si rende necessario calibrare molto precisamente gli strumenti 
analitici, operare nel tempi previsti e con la massima cura possibile. 
 
Esistono due branche nella proteomica: 
• p. strutturale: ha lo scopo di capire e dare una definizione delle variazioni 
dell’espressione proteica all’interno di una cellula o un tessuto in 
condizioni diverse da quelle fisiologiche; 
• p. funzionale: ha lo scopo di definire la funzione biologica di alcune 
proteine di cui ancora non si conosce il ruolo. 
In particolare negli studi a cui si fa riferimento in questo lavoro di tesi e l’attività 
da noi svolta in laboratorio si riferisce ad uno studio di tipo strutturale. 
 
 
1.4.2 Strumentazione alla base dello studio proteomico 
La principale strumentazione utilizzata è la spettrometria di massa (MS), 
accoppiata a metodi di separazione delle proteine come l’elettroforesi 
bidimensionale. 
La MS rappresenta la tecnica più sensibile e versatile per il riconoscimento delle 
proteine ed è divenuta molto importante per lo studio dell’effetto di nuovi 
farmaci , per caratterizzare le modifiche post-trasduzionali e i livelli di 
espressione in momenti fisiologici o patologici. 
Si basa sul principio secondo cui una molecola quando viene ionizzata dà un 
catione che frammentandosi forma radicali cationici rilevabili da un detector 
che li discrimina in base la loro rapporto massa/carica. 
Perciò l’analisi spettrofotometrica di compone di tre parti: la ionizzazione della 
molecola, che avviene ad opera di un fascio di elettroni generata da una 
sorgente che varia in base al tipo di tecnica utilizzata e può essere chimica (es. 
acidi di Bronsted) o fisica (es. impatto elettronico); la separazione degli ioni 
generati tramite analizzatori che permettono l’ingresso degli ioni al rivelatore in 
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modo ordinato per favorirne l’analisi ed infine la rivelazione tramite strumenti 
costituiti da serie di elettrodi che hanno lo scopo di amplificare il segnale 
emesso dal catione (lo ione colpisce il primo elettrodo che emette un fascio di 
elettroni maggiore che colpisce il secondo elettrodo e così via fino 
all’analizzatore finale) ed inviarlo ad un calcolatore che lo digitalizza e lo 
elabora[20]. 
Alla fine dell’analisi si otterranno una serie di picchi che l’operatore dovrà 
interpretare o confrontare con standard di molecole già riconosciute nel 
laboratorio (questo perché l’interpretazione degli spettri di massa a differenza 
di quelli MNR o IR hanno regole meno precise, inoltre le molecole d’interesse 
non è detto che si frammentino sempre nel solito modo una volta venute in 
contatto con la sorgente ionizzante).  
 
L’elettroforesi bidimensionale (2-DE) ha lo scopo di separare le proteine di un 
tessuto (o di una cellula) in due modi consequenziali favorendone l’isolamento 
e il conseguente riconoscimento ed è eseguita prima dello studio 
spettrofotometrico: in laboratorio si svolge uno studio comparativo tra soggetti 
sani e malati, l’elettroforesi permette di vedere le differenze tra le 
concentrazioni proteiche nei tessuti di riferimento (tramite l’osservazione degli 
spot ottenuti), una volta individuate queste diversità la MS permette di 
collegare lo spot d’interesse con una determinata proteina. 
La figura 1.6 mostra 
l’esempio di due immagini 
ottenute da elettroforesi 
bidimensionale in cui 
vengono comparati spot 
d’interesse. 
 





Storicamente la 2-DE deriva dall’accoppiamento delle tecniche elettroforetiche 
elaborate da U.K. Laemmli e da M. Gronow e G. Griffith pertanto prevede due 
corse elettroforetiche, dette prima e seconda dimensione. 
 
Nella prima dimensione (figura 1.7) si procede alla divisione delle proteine verso 
il loro punto isoelettrico (pI), questo avviene 
posizionando il campione lungo una strip a 
gradiente di pH sotto un campo elettrico.  
Le proteine sono molecole anfotere perciò possono 
avere sia carica negativa, sia positiva, sia uguale a 
zero (punto isoelettrico) e nelle condizioni indicate 
sopra, sempre riproducibili, queste migrano lungo la 
strip fino a che non raggiungono il punto isoelettrico 
cioè il punto del pH in cui la carica netta della proteina 
è zero[21]. 
Un tempo la base sulla quale avveniva la prima dimensione  
era preparata in laboratorio con gel di acrilammide saturata con elettroliti 
anfoteri, fatti migrare in un campo elettrico in modo da creare un gradiente di 
pH; attualmente si trovano in commercio gradienti immobilizzati di acrilammide 
in miscela acida da un lato e in miscela basica dall’altro già pronti che rendono 
l’analisi meno soggetta a errori dell’operatori, quindi più sicura . 
 
La seconda dimensione (figura 1.8) può avvenire sia in orizzontale che in 
verticale e consiste in una corsa attraverso un gel di poliacrilammide. Le 
proteine si dispongono in base al loro peso molecolare perché mentre le 
molecole piccole non sono impedite dalle maglie del gel, le molecole più grandi 
Figura 1.7: meccanismo della 
prima dimensione 
elettroforetica, migrazione 




passano con più difficoltà perciò più 
lentamente e non raggiungono la fine 
del gel una volta terminata la corsa. 
In questa fase la carica intrinseca delle 
proteine è mascherata grazie all’SDS 
utilizzato per preparare il gel, il sodio 
dodecilsolfato essendo un detergente 
genera micelle caricate negativamente 
intorno alle molecole, permettendo così una divisione solo in base al peso 
molecolare[21] 
 
1.4.3 Studi su BD e tessuti d’interesse  
L’errore diagnostico nel disturbo bipolare comporta effetti devastanti sui 
pazienti: molto spesso viene prescritta una terapia per disturbo unipolare che 
va a peggiorare il quadro clinico del paziente, causando episodi affettivi più 
intensi; per questo occasionalmente i soggetti con BD non diagnosticato 
sviluppano tendenze suicide o addirittura tentano il suicidio. 
Tenendo conto che le diagnosi non corrette sono più dell’80% durante il primo 
anno di manifestazione del disturbo, gli studi proteomici sul disturbo bipolare si 
sono prefissi l’obiettivo di fornire prove biologiche dello stato patologico; 
inoltre si ricercano marcatori che possano migliorare la fase di prognosi e di 
monitoraggio della terapia. 
 
Finora la ricerca ha concentrato la propria attenzione sulle proteine del sangue 
(anche per un numero maggiore di kit reattivi disponibili) ma non è da 
escludere che possibili biomarcatori, compresi enzimi ed indicatori di reazioni 
particolari (ad esempio indicatori di stress ossidativo etc.),possano essere 
Figura 1.8: meccanismo della seconda 
dimensione, migrazione in base al PM 
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trovati in altri fluidi corporei ad esempio saliva, liquido cerebro-spinale ed 
urina[25]. 
 
Per quanto riguarda il tessuto sanguigno, i marker sono stati ricercati in frazioni 
come siero, plasma, sangue essiccato (DBS) con tecniche di vario genere tra cui 
l’utilizzo di colonne HPLC (High Pressure Liquid Chromatography), reagenti 
chimici e kit di reagenti commerciali[25]. 
 
Quanto detto riguardo agli studi di proteomica è stato applicato anche ad altre 
patologie psichiatriche; di particolare interesse sono state le indagini sulla 
schizofrenia da cui è risultato che nei soggetti non trattati farmacologicamente 
si riscontravano segnali di iperattivazione del sistema immunitario innato, in 
particolare incrementati livelli di monociti, cellule γ-δ e macrofagi[22]. 
Su una lunghezza d’onda parallela questo lavoro di tesi è stato incentrato sul 
contenuto proteico del citosol linfocitario. 
Tutte le cellule del sangue originano dalla “cellula staminale emopoietica” una 
cellula pluripotente che nel suo processo di maturazione (figura 1.9), a seconda 
delle condizioni ambientali e delle condizioni fisio-patologiche dell’individuo (ad 
esempio carenze o processi infiammatori in atto), può intraprendere due 
“strade”: 
1. la via mieloide da cui derivano globuli rossi, piastrine e granulociti; 





Figura 1.9: schema di maturazione della cellula staminale ematopoietica 
 
 
Linfociti B: maturano all’interno del midollo osseo per poi migrare nel tessuto 
sanguigno e nei vasi linfatici come hanno la funzione di produrre anticorpi 
contro antigeni specifici, e di collaborare con i linfociti T per sfruttare l’effetto 
aptene-carrier per scatenare risposte immunitarie maggiori.  
Sono capaci di creare un database di informazioni riguardo agli antigeni con cui 
vengono a contatto tramite la creazione per mitosi di linfociti B memoria, 
cellule immortali che conservano informazioni per la creazione di anticorpi 
“nuovi”[23]. 
Linfociti T (figura 1.10): maturano anch’esse nel midollo osseo, ma vengono 
prodotte anche a livello del timo dove nello stato fetale dell’individuo migrano 
alcune linee di cellule staminali ematopoietiche. 
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Non hanno la capacità di formare anticorpi come i B ma hanno un ruolo 
nell’eliminazione di cellule estranee (ad esempio neoplastiche o trapiantate) ed 
organismi patogeni come virus e batteri. 
Sono caratterizzate dalla presenza di un particolare recettore, il T Cell Receptor 
(TCR) che consiste in due catene proteiche α e β di lunghezza diversa che ha lo 
scopo di riconoscere i complessi di istocompatibilità che legano antigeni, 
avviando così la risposta immunitaria[24]. 
Linfociti NK: dette natural killer, sono le cellule meno specializzate del sistema 
immunitario, il cui target è ogni elemento estraneo all’organismo che viene 
riconosciuto con un sistema simile a quello dei linfociti T, ovvero tramite 
interazioni con il complesso maggiore di istocompatibilità.  
Sono più grandi dei linfociti finora descritti e presentano al loro interno granuli 
contenenti i mediatori alla base della loro citotossicità[23]. 
 






SCOPO DELLA TESI 
 
Diagnosticare il disturbo bipolare è molto difficile perché il clinico ha a 
disposizione solo una serie di sintomi sui quali basarsi, la cui esposizione può 
risultare falsata dalla soggettività del paziente e, talvolta, dei familiari. 
Essendo un disturbo che condiziona l’intera vita del soggetto che ne è affetto, è 
chiara l’importanza di ricercare possibili biomarcatori che permettano una 
diagnosi migliore per velocità e precisione e che consentano al paziente di 
entrare in terapia quanto prima, tornando così ad una qualità di vita nella 
norma. 
Questo lavoro di tesi nasce da uno studio comparativo condotto nel nostro 
laboratorio e pubblicato nel 2014 che ha visto l’utilizzo dell’elettroforesi 
bidimensionale, accoppiata a spettrofotometria di massa, per caratterizzare e 
confrontare il contenuto proteico di linfociti di pazienti con disturbo bipolare, 
depressione maggiore (MDE, Major Depressive Episode) e soggetti sani. I 
risultati di questo studio hanno dato lo spunto per l’indagine su alcune 
proteine, che sono l’argomento di questa tesi.  
In particolare questa tesi si prefigge lo scopo di validare, tramite western blot, 
la diversità di espressione di 7 proteine (LIM and SH3 domain protein 1, Stress-
induced-phosphoprotein 1, Triosephosphate isomerasi Tumor Protein D54,14-
3-3  Protein z / δ, Apolipoprotein A-1, Haptoglobin), al fine di valutare se esse 
possano essere possibili biomarcatori del BD.  
Tutte le proteine sopra riportate sono citoplasmatiche, pertanto abbiamo 
deciso di studiare, come distretto cellulare d’interesse, il citosol estratto da 









3.1.1 Reagenti e strumentazione 
Per la corsa elettroforetica e la procedura di trasferimento su nitrocellulosa 
sono stati utilizzati gli apparecchi della Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules, CA, 
U.S.): 
• Mini-PROTEAN® Tetra Cell; 
• Trans-Blot® Turbo™ Transfer System. 
Le membrane di nitrocellulosa, Trans-Blot® Turbo™ Midi Nitrocellulose Transfer 
Packs, sono state acquistate dalla Bio-Rad. 
Le immagini (a fluorescenza e a chemioluminescenza) sono state acquisite 
tramite lo strumento ImageQuant LAS 4010 della ditta GE Healthcare Bio-
Sciences AB (Uppsala, Sweden). 
L’acqua di grado analitico è purificata tramite filtri a membrana da 0,22 µm e 
deionizzata dal sistema  MilliQ Merck Millipore (Merck KGaA) (Darmstadt, 
Germania). 
Reagenti quali: glicerolo, SDS (sodio dodecilsolfato), TRIS (tris-(2-idrossimetil)-
amminometano cloridrato), TEMED (tetrametilendiammina), ammonio 
persolfato, glicina, DTT (ditiotreitolo), acrilammide 30% sono stati acquistati 
dalla ditta AppliChem GmbH (Darmstadt, Germania). 
 





Gli anticorpi primari sono stati acquistati: 
• pAB antiLASP1 antibody dalla Novus Biologicals (Littleton, CO, U.S.); 
• Rb pAb to STIP1 dalla Abcam plc. (Cambridge, UK); 
• goat pAb to triosephosphate isomerase dalla Abcam plc. (Cambridge, UK); 
• TPD52L2/D54 antibody dalla Thermo Fisher Scientific Inc. (CA, U.S.); 
• mAb anti 14-3-3 z / δ antibody dalla Novus Biologicals (Littleton, CO, U.S.); 
• apo A-1 (C-18): sc-19029 dalla Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Dallas, TX, 
U.S.); 
• Rb pAb to haptoglobin dalla Abcam plc. (Cambridge, UK). 
Lo standard Biotinilated Protein Ladder e il suo anticorpo Antibiotin HRP-linked 
sono stati acquistati da Cell Signaling Technology (Danvers, MA, U.S.). 
Gli anticorpi secondari “anti rabbit” e “donkey anti goat” sono rispettivamente 
delle ditte Stressgen Biotechnologies Corporation (San Diego, CA, U.S.) e Santa 
Cruz Biotech. 
 
Tutti gli altri reagenti e solventi sono stati acquistati dalle più comuni fonti 
commerciali. 
 
3.1.2 Reclutamento dei pazienti  
I pazienti sono stati reclutati all’interno del  reparto psichiatrico dell’Ospedale 
Cisanello di Pisa.  
In tabella 3.1 sono riportate le generalità dei soggetti (iniziali di nome e 
cognome, data del prelievo venoso, età, sesso ed abitudine al fumo), lo stato 

























































































09/07 GS M 45 
Disturbo Bipolare 
(296.63) 





10/07 CC F 41 
Disturbo Bipolare 
(296.63) 




















 PG F 58 
Disturbo Bipolare 
(296.89) 








 CM F 46 
Disturbo Bipolare 
(296.89) 








14/07 LC M 48 
Disturbo Bipolare 
(296.89) 






14/07 DR M 40 
Disturbo Bipolare 
(296,89) 








 ML M 49 
Disturbo Bipolare 
(296.89) 







15/07 SL M 39 
Disturbo Bipolare 
(episodio depr.) (296.52) 







23/07 CM F 46 
Disturbo Bipolare 
(episodio depr.) (296.52) 









23/07 BC F 41 
Sindrome Affettiva 
Bipolare Atipica 





  Tabella 3.1:dati e stato patologico/terapeutico dei pazienti reclutati 
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I soggetti sani reclutati sono sei, reclutati all’interno del personale di 
laboratorio, con criteri di inclusione quali l’età e il digiuno prima del prelievo. 
 
Tutti i soggetti hanno letto e sottoscritto un consenso informato ed associati a 
codici per garantire il mantenimento della privacy (in conformità con quanto 
previsto dalla Legge Italiana sulla privacy, D.Lgs 196/2003, e come approvato 
dal Comitato Etico e dalla Dichiarazione di Helsinki).  
 
3.1.3 Preparazione dei linfociti da sangue intero 




Estrazione dei linfociti  
• il sangue è stato trasferito dalle provette da prelievo a provette Falcon da 
50 ml e lasciato riposare per 15-25 minuti, in modo da avere una prima 
separazione tra plasma e parte corpuscolata; 
• la Falcon è stata centrifugata a 1300rpm per 15 minuti, separando 
completamente le due fasi del sangue; 
• il plasma è stato recuperato e aliquotato in provette eppendorf (1 ml 
ciascuna provetta), le quali sono state centrifugate a 3000g; 
• i pellet contenenti le piastrine sono stati conservati a freddo; 
• i sovranatanti riuniti in Falcon da 15 ml e conservati come PFP 
(plasma free platelet); 
• la parte corpuscolata è stata diluita con un ugual volume di Emagel®; 
• in una nuova provetta Falcon da 15 ml si è posto Lymphoprep™ in 
quantità tale che il rapporto con la parte corpuscolata fosse 1:3; 
• sul Lymphoprep™ è stato stratificato il sangue, evitando la miscelazione e 
si è centrifugato a 1700rpm (figura 3.1, B); 
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• al termine della centrifugazione è stato ottenuto 
il caratteristico anello di linfociti, che è stato 
aspirato e conservato in un'altra Falcon da 15 
ml, ed infine diluito in ugual volume di PBS 
(NaH2PO4 ·2H2O 10mM + NaCl 0,9% e H2O) 
(figura 3.1, C);  
• si è centrifugato nuovamente a 1300rpm e il 
pellet è stato lavato con PBS; 
• questa procedura è stata ripetuta una seconda 
volta, aggiungendo un lavaggio con il PFP 
ottenuto in precedenza. 
Il pellet ottenuto corrisponde alla quantità di linfociti presenti nel prelievo del 
soggetto. 
 
  Frazionamento cellulare dei linfociti   
AI pellet di linfociti ottenuti dal trattamento del prelievo venoso sono stati 
addizionati 500µl di TES (TES, trietilsilano 10mM + EDTA, acido 
etilendiamminotetraacetico 0,5mM + saccarosio 250 mM e H2O) e si è trasferito 
il tutto in provetta di vetro per omogenizzatore Potter (figura 3.2); 
• la Falcon che conteneva il pellet è stata lavata con ulteriori 500µl di TES 
che poi sono stati aggiunti al volume nel Potter; 
 
Figura 3.2: provetta e pestelli 
per omogeneizzatore Potter 
Figura 3.1: separazione del sangue: 
A) Lymphoprep™; 
B) stratificazione del sangue; 
C) aspetto dopo 
centrifugazione  






• a questo punto si è provocata la rottura cellulare tramite 







Dopo questo passaggio si procede con una serie di centrifugazioni differenziali 
in provette Corex, si tratta di una serie di precipitazioni per separare  i 
componenti cellulari: 
1. centrifugazione a 1000g a 4°C per 8 minuti della soluzione lisata 
meccanicamente determina la separazione di nuclei e cellule non rotte, 
P1, dal sovranatante S1; 
2. centrifugazione a 9000g a 4°C per 10 minuti del sovranatante S1 porta 
alla separazione della frazione mitocondrale, P2, e del sovranatante S2; 
3. centrifugazione a 16000g a 4°C per 15 minuti del sovranatante S2 per 
avere pellet  di membrane, P3, e un sovranatante  contenente il citosol. 
 
 
   Precipitazione delle proteine citosoliche 
Dal citosol così ottenuto si sono dovute estrarre le proteine su cui fare poi 
l’analisi Western Blot; tale precipitazione viene condotta secondo un protocollo 
utilizzando acido tricloroacetico (TCA) al 20%, che  instaura condizioni tali da 
favorire la precipitazione delle proteine unito a DTT 0,1%.  
Un ugual volume di soluzione di TCA + DTT è aggiunto al campione e lasciato in 
ghiaccio per 30 minuti. Al termine del periodo di incubazione le proteine sono 
Figura 3.3: sonicatore ad 
immersione ad ultrasuoni 
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precipitate tramite centrifugazione a 13000g per 20 minuti a 4°C Il pellet 
ottenuto viene lavato con acetone a 4°C al fine di eliminare l’eccesso di TCA.  
Al termine il pellet di proteine viene risospeso  in  soluzione di reidratazione  
(urea 7M + tiourea 2M + CHAPS 4% e H2O) e sottoposto alla determinazione 




3.2.1 Dosaggio proteico RC/DC Bio-Rad[37] 
È un saggio colorimetrico per la determinazione della concentrazione proteica 
che si basa sul protocollo di Lowry, mediante la costruzione di una curva di 
taratura tramite la lettura dell’assorbanza di una proteina di riferimento a 
diverse concentrazioni. 
In origine il protocollo di Lowry non era compatibile con solventi riducenti o 
detergenti, ma la procedura e i reagenti sono stati rivisti per permettere di 
determinare le concentrazioni di campioni proteici anche in quelle condizioni; è 
importante che la proteina con cui si costruisce la retta di taratura sia sospesa 
esattamente nello stesso solvente in cui sono sospesi i campioni, altrimenti si 
possono avere interferenze non compensate che falsano i risultati. 
Nel nostro caso lo standard è l’albumina, diluita in RS come riportato in tabella 
3.2: 
 
 RS µl BSA µl [BSA]µg/µl BSA µg 
Bianco 25,0 / 0,0 0,0 
1 21,7 3,3 0,2 5,0 
2 18,3 6,7 0,4 10,0 
3 11,7 13,3 0,8 20,0 
4 / 25,0 1,5 37,5 
Tabella 3.2: diluizioni di BSA per la preparazione della retta di taratura in RC/DC 
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Per la procedura di dosaggio i campioni sono stati diluiti 1:2 mentre i pool dei 
soggetti sani 1:10 e, come la retta, sono stati preparati in doppio seguendo 
questa procedura: 
• agli standard e ai campioni sono stati aggiunti 125µl di Reagente I 
(agente riducente acido), sono stati agitati su Vortex e lasciati incubare a 
temperatura ambiente per un minuto; 
• sono stati quindi aggiunti 125µl di reagente II (agente riducente alcalino), 
sono stati agitati su Vortex e centrifugati a 12000g a 20°C per 5 minuti; 
• successivamente si sono aspirati i sovranatanti conservando solo i pellet; 
• sono stati aggiunti altri 125 µl di reagente I e le eppendorf agitate e 
lasciate incubare per un minuto; 
• sono stati poi aggiunti 40µl di reagente II, i campioni sono stati agitati, 
lasciati incubare 5 minuti e centrifugati alle stesse condizioni; 
• aspirati i sovranatanti si sono aggiunti 127µl di reagente A* (Reag. A = 
soluzione alcalina di tartrato di rame, addizionata con Reag. S = soluzione 
tensioattiva), i campioni nuovamente agitati su Vortex e lasciati incubare 
5 minuti; 
• quindi si è aggiunto 1ml di reagente B (reattivo di Folin diluito, composto 
da sali di sodio degli acidi tungstico, molibdico e fosforico) a ciascun 
eppendorf, si sono agitate immediatamente e si lasciate incubare 15 
minuti, dopo i quali si otterrà una colorazione nelle provette, 
direttamente proporzionale alla concentrazione di albumina (figura 3.4) 
. 
  Figura 3.4: esempio di 
colorazione progressiva 




Alla fine di questo procedimento si deve procedere alla lettura dell’assorbanza 
allo spettrofotometro a 750nm; i valori registrati compongono una retta entro 
cui cadrà anche il valore dei campioni preparati. 
 
Tramite la seguente formula è stato possibile determinare la concentrazione 
effettiva dei campioni: 
 
 (media dei valori del campioni) – (media dei bianchi)  mg 
 x    fattore di diluizione      =  
equazione della retta   ml 
 
 
3.2.2 SDS-Page Western Blot 
Il Western Blot è una tecnica biochimica, che permette l’identificazione (e 
tramite l’utilizzo di software specifici la quantificazione) di una determinata 
proteina sfruttando l’interazione con il suo anticorpo specifico. 
Questo è possibile tramite l’utilizzo di due anticorpi consecutivamente: 
I) un anticorpo primario specifico per la proteina d’interesse e che 
quindi vi si leghi direttamente; 
II) un anticorpo secondario che riconosca e si leghi all’anticorpo 
primario, e che una volta trattato con kit chemiluminescente 
permette di determinare qualitativamente il contenuto proteico per 
campione. 
La tecnica è stata definita e descritta per la prima volta nel 1979 da H. 
Towbin[38] e successivamente affinata, fino a divenire una delle più utilizzate nei 











I primi passaggi del metodo analitico prevedono la preparazione dei campioni e 
dei gel di poliacrilammide. 
Aliquote di proteine (circa 20-30 ug) di ciascun campione vengono diluite in 










L’SDS ha un’azione denaturante sulle proteine poiché rompe le interazioni 
idrofobiche che mantengono ripiegata la proteina, inoltre le molecole di 
detergente si dispongono 
lungo la catena peptidica  
conferendo carica negativa, 
come mostrato in figura 3.5. 
Anche il β-mercaptoetanolo 
ha attività denaturante, 
idrolizzando i ponti disolfuro proteici e rompendo struttura terziaria e 
quaternaria. 
 
I gel in policacrilammide si ottengono tramite la polimerizzazione di una 
soluzione costituita da un monomero monofunzionale, l’acrilammide, e da un 
dimero bifunzionale, la N-N-metilen-bis-acrilammide (le cui strutture sono 
 1X 2X 3X 5X 
Upper Buffer (TRIS 1.5M ph 6.8) 1,25µl 1,25µl 1,25µl 1,25µl 
SDS 20% / SDS sol. 1,00ml 1,00ml 0,23g 1,00g 
H2O MilliQ 6,25ml 1,25ml 0,50ml 0,25m 
Glicerolo 1,00ml 1,00ml 1,00ml 1,00ml 
β-mercaptoetanolo 0,50ml 0,50ml 0,50ml 0,50ml 
Blu di bromofenolo q.b. q.b. q.b. q.b. 
Figura 3.5: azione denaturante dell’SDS 
33 
 
mostrate in figura 3.6 e 3.7); la trama del gel, quindi la sua capacità di 
trattenere proteine ad alto PM dipende dalle percentuali di questa miscela che 
vengono unite ad altri componenti. 
 
                 
 
 
La polimerizzazione dipende dall’azione combinata di un catalizzatore (la 
tetrametiletilendiammina, TEMED) e di una molecola capace di formare un 
radicale libero (ammonio persolfato); perché il radicale libero va ad agire sul 
doppio legame vinilico creando degli iniziatori di catena che danno inizio alla 
formazione del polimero e della gelificazione. 
 
Di seguito sono riportate le composizioni dei due gel da noi utilizzati per queste 
analisi: 
Running gel: è il primo ad essere preparato, nel nostro caso si tratta di un gel al 
12% di acrilamide il cui scopo è quello di separare le proteine in base al loro 
peso molecolare; la percentuale più alta implica un infittimento della trama del 
gel, pertanto una maggiore risoluzione e selettività di separazione delle 
proteine. 
• H2O MilliQ;    6,00ml 
• Acrilammide;   4,90ml 
• TRIS 1,5M pH 8.8;   3,80ml  Quantità per 15ml, corrispondenti  
• SDS 10%;    150µl      a due mini gel 
• Ammonio persolfato 0,1%; 150µl 
• TEMED.    6µl 
 
 
Figure 3.6 e 3.7: strutture chimiche di 
acrilamide e bis-acrilammide 
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Stacking gel: si tratta di un gel al 4%, la cui funzione è quella di impaccare il 
campione proteico, è preparato con gli stessi componenti del running gel, in 
diverse quantità per ottenere una trama più ampia. 
L’impaccamento delle proteine avviene grazie alla creazione meccanica di 
pozzetti nel gel, tramite un apposito pettinino; in questi alloggiamenti verranno 
caricati i campioni. 
• H2O MilliQ;    2,70ml 
• Acrilammide;   670µl 
• TRIS 1,5M pH 6.8;   500µl   Quantità per 4ml, corrispondenti  
• SDS 10%;    40µl      a due mini gel 
• Ammonio persolfato 0,1%; 40µl 
• TEMED.    4µl 
 
In ciascun pozzetto verranno caricati 20µl di campione (dopo agitazione su 
Vortex, centrifugazione e bollitura per un minuto), che si depositerà 
correttamente in virtù della presenza del glicerolo, che conferisce alla soluzione 
proteica una densità maggiore dell’acqua.  
Inoltre vengono caricati anche 5µl di standard (Biotinilated Protein Ladder) 
contenente proteine a peso molecolare noto nell’intervallo da 200 a 12 kDa.  
Dalla retta standard costruita riportando la distanza di migrazione delle 
proteine note rispetto al logaritmo del loro PM sarà possibile determinare il PM 
della banda immunoreattiva ottenuta per le proteine di interesse. 
 
3.2.2.2 La corsa elettroforetica 
La corsa viene effettuata in camera elettroforetica (Mini-PROTEAN® Tetra Cell, 
figura 3.8) dopo riempimento con Running Buffer (TRIS, tris-(2-idrossimetil)-
amminometano cloridrato, 25mM + glicina 192mM + SDS 0,1% + H2O q.b. a due 
litri, diluito successivamente 1:10). 
35 
 
La corsa elettroforetica è effettuata in 
condizioni di amperaggio costante : per i 
primi quindici minuti alla camera viene 
applicato un amperaggio pari a 8mA per 
gel, per i minuti successivi pari a 20mA per 
gel; la corsa finisce quando il colorante blu 
di bromo fenolo presente nella soluzione di 
Laemmli arriva al fondo corsa.  




3.2.2.3 Il trasferimento da gel a membrana di nitrocellulosa 
Una volta finita la corsa elettroforetica si deve effettuare il trasferimento da gel 
a membrana di nitrocellulosa, mediante Trans-Blot® Turbo™ Transfer System; le 
membrane utilizzate non necessitavano di trattamenti con reattivi, perciò il 
processo di trasferimento risultava piuttosto veloce. 
 
Il meccanismo è equiparabile a quello della corsa elettroforetica: applicando un 
campo elettrico in cui il gel è più vicino all’anodo e la nitrocellulosa al catodo, le 
proteine (caricate negativamente per la presenza di SDS) dal gel si trasferiscono 
al foglietto di nitrocellulosa, come si vede in figura 3.9. 
 
Figura 3.8: camera elettroforetica Mini-









3.2.2.4 Trattamento della nitrocellulosa e sviluppo 
Dopo il trasferimento la nitrocellulosa viene sottoposta a colorazione al rutenio, 
al fine di visualizzare le proteine totali e così per normalizzare il contenuto 
proteico dei campioni. 
Con normalizzazione si intende la determinazione della quantità totale di 
proteine nel campione, per permettere la successiva quantificazione della 
proteina d’interesse. 
La procedura di colorazione avviene principalmente in due step, il primo è detto 
“Fixing” e consiste nel trattamento della membrana per 15 minuti con acido 
acetico 7% e metanolo 10% in acqua; dopo una serie di lavaggi con H2O si passa 
al secondo passaggio, il trattamento con il colorante per 15 minuti. 
Il colorante è composto da acido fosforico 1,18% + etanolo 30% + rutenio 
20mM in acqua; il rutenio è un metallo di transizione raro che, dopo un 
procedimento di solubilizzazione con reagenti, forma un colorante inorganico 
cationico il quale marca qualsiasi sito carico negativamente formando complessi 
che emettono fluorescenza, la cui immagine è acquisibile con lo strumento 
ImageQuant LAS 4010. 
Successivamente la nitrocellulosa viene opportunamente trattata al fine di 
ottenere il legame con l’anticorpo specifico per la proteina di interesse.  
Possiamo distinguere più fasi tutte condotte a temperatura ambiente sotto 
agitazione:  
1. incubazione in  Milk-PBS (Nonfat Dried Milk 3% + Tween 20 0,2% + PBS), 
per 60 minuti ;  prende il nome di “Blocking” ed ha la funzione di saturare 
eventuali siti di interazione aspecifica tra membrana e anticorpi;  
2. incubazione  con anticorpo primario opportunamente diluito in Milk-PBS, 
per due ore, gli anticorpi utilizzati e le diluizioni relative sono riportati in 
tabella 3.4;  
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Rif. Ab I Anticorpo primario 
Fattore di 
diluizione 
1 pAB antiLASP1 antibody 1:1000 
2 Rb pAb to STIP1 1:1000 
3 goat pAb to triosephosphate isomerase 0,20µg/ml 
4 TPD52L2/D54 antibody 0,20µg/ml 
5 mAb anti 14-3-3 z / δ antibody 1:500 
6 apo A-1 (C-18): sc-19029 1:200 
7 Rb pAb to haptoglobin 1:5000 
 
 
3. quattro lavaggi della durata di 10 minuti con Milk-PBS per eliminare 
l’eccesso  di anticorpo primario; 
4. incubazione con anticorpo secondario opportuno  diluito in Milk-PBS, per 
un’ora (gli anticorpi utilizzati con il relativo riferimento al primario e alla 
diluizione sono riportati in tabella 3.5), unito all’anticorpo secondario per 
lo standard, Antibiotin HRP-linked, con fattore di diluizione 1:5000; 
 
Rif. Ab II Anticorpi secondari 
Fattore di 
diluizione 
1  Anti Rabbit 1:10000 
2  Anti Rabbit 1:10000 
3  Donkey Anti-Goat 1:5000 
4  Donkey Anti-Goat 1:5000 
5  Anti Rabbit 1:10000 
6  Donkey Anti-Goat 1:5000 




Tabella 3.4: anticorpi primari utilizzati e diluizioni d’utilizzo 
Tabella 3.5: anticorpi secondari utilizzati e diluizioni d’utilizzo 
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5. serie di lavaggi per eliminare tracce di anticorpo secondario: 
• quattro della durata di 10 minuti con Milk-PBS; 
• due della durata di 5 minuti con PBS; 
• uno della durata di un minuto con H2O. 
A questo punto la membrana di nitrocellulosa deve essere incubata per un 
minuto al buio con 1ml di Luminolo (ECL Kit) in modo che riveli le proteine. 
Il meccanismo che sta alla base della luminescenza del Luminolo è il seguente: 
fatto reagire con un ossidante inorganico (ad esempio H2O2) forma un catione 
organico piuttosto instabile che decompone velocemente, liberando l’energia in 
eccesso come fotoni. 
L’acquisizione delle immagini della membrana viene effettuata in 
chemioluminescenza tramite lo strumento ImageQuant LAS 4010; l’intensità 
delle bande rilevate è proporzionale alla quantità di proteina contenuta nel 
campione e viene quantificata tramite il software “ImageQuantTL e 





RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
La proteomica  si è rivelata uno strumento utile nella clinica traslazionale (che 
indica l’approccio secondo cui l’ obiettivo della ricerca sia la trasformazione dei 
risultati ottenuti in applicazioni cliniche) aprendo nuove prospettive per un 
aiuto nella diagnosi in patologie che finora non sono state supportate da analisi 
strumentali e di laboratorio, oltre per una più facile scelta nell’utilizzo della 
terapia e nel suo monitoraggio. 
 
Questo è particolarmente vero per le patologie psichiatriche dove attualmente i 
sistemi di classificazione utilizzati non sono basati su dati oggettivi e molti dei 
criteri diagnostici vanno a sovrapporsi tra i diversi disordini, principalmente 
perché i questionari che si prefiggono l’obiettivo di differenziare le patologie 
psichiatriche si basano su punteggi riferiti alle risposte date dai soggetti durante 
l’intervista clinica, sono pertanto mutevoli a seconda dell’emotività 
momentanea. 
Ma, nonostante i progressi fatti negli ultimi anni, nell’ambito dello studio delle 
patologie psichiatriche, a causa anche della complessità delle stesse, la sfida è 
ancora aperta.  
L’identificazione di marcatori biologici potrebbe  migliorare la diagnosi e 
favorire la classificazione di questi disordini psichiatrici e la stratificazione dei 
pazienti in gruppi omogenei, per poter creare sottopopolazioni differenziabili 
sia da un punto di vista diagnostico che terapeutico.  
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Con questo fine nel laboratorio di ricerca dove ho condotto il mio lavoro di tesi, 
è stato utilizzato un approccio proteomico per studiare pazienti con episodio 
psicotico nell’ambito di un disturbo bipolare.   
I risultati ottenuti da L. Giusti, V. Mantua, Y. Da Valle, F. Ciregia et al.[26] hanno 
confermato l’affidabilità della scelta dei linfociti come modello sperimentale per 
lo studio di disordini psichiatrici e suggerito un pannello di potenziali proteine in 
grado di differenziare i diversi profili dei pazienti affetti da disturbo bipolare.  
Scopo del mio lavoro di tesi è stato quello di condurre la validazione di queste 
proteine in un gruppo di pazienti affetti da BD.  
Il mio lavoro si inserisce in un progetto più ampio che prevede l’arruolamento 
di circa 100 pazienti BD sui quali valutare la differenza di espressione delle 
proteine definite precedentemente e vederne la correlazione con parametri 
clinici tali da essere di aiuto nella complessità del profilo bipolare.  
 
Le proteine oggetto di validazione sono state : STIP1, LASP1, TPD52L2, 14.3.3, 
ApoA1, TPI, Aptoglobina, proteine citoplasmatiche le cui caratteristiche 
principali sono riportate di seguito: 
• Stress-induced-phosphoprotein 1 (STIP1): serve alla coordinazione tra le 
due proteine HSP70 e HSP90, le quali svolgono un ruolo essenziale nel 
ripiegamento delle proteine a livello del citosol; hanno il ruolo di 
“chaperones molecolari” ovvero molecole che si occupano della 
prevenzione di associazioni non corrette o aggregazione di catene 
polipeptidiche non ripiegate, sia in condizioni fisiologiche che in 
condizioni di stress[29]; 
•
 LIM and SH3 domain protein 1 (LASP1): fa parte di un meccanismo di 
trasduzione del segnale che coinvolge come secondi messaggeri cAMP e 
cGMP ed interessa la costruzione del citoscheletro e delle estensioni 
della membrana cellulare[27], essendo attiva nella migrazione e nella 
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proliferazione cellulare è risultata essere un buon biomarcatore per 
alcuni tipi di tumore[28]; 
• Tumor Protein D54 (TDP52L2): è un membro della famiglia D52 di 
proteine tumorali che legano ioni Ca++ all’Annessina, una proteina calcio-
dipendente coinvolta nei meccanismi di esocitosi e di endocitosi tramite 
vescicole nelle cellule del plasma[31]; 
• 14-3-3  Protein z / δ (14-3-3): è una proteina adattatrice con attività di 
modulazione, coinvolta in moltissime vie di segnalazione e trasduzione 
del segnale, si accoppia a molte famiglie proteiche, legandosi ai residui di 
fosfoserina e fosfotreonina[32];  
• Apolipoprotein A-1 (ApoA-1): è il componente proteico principale delle 
lipoproteine HDL, la cui funzione è il trasporto inverso del colesterolo (lo 
trasporta dai tessuti periferici verso il fegato)[33]; 
 
• Triosephosphate isomerasi (TPI): si tratta di un enzima citosolico che 
catalizza la trasformazione del diidrossiacetonefosfato in gliceraldeide 3-
fosfato all’interno della glicolisi, processo metabolico che serve a formare 
molecole ad alta energia immediatamente spendibili dalla cellula (ATP e 
NADH) a partire da una molecola di glucosio[30]; 
• Aptoglobina: si tratta di una mucoproteina, fa parte della famiglia 
proteica la cui funzione principale è quella di lubrificare e proteggere i 
tessuti da insulti meccanici o biologici, infatti ha come funzione principale 
quella di protezione dei tessuti dallo stress ossidativo causato dal gruppo 
EME dopo i meccanismi di emolisi[34][35]. 
 La validazione è stata condotta attraverso analisi Western Blot utilizzando 
anticorpi specifici su campioni di citosol ottenuti da centrifugazione 
differenziale dei linfociti di 13 pazienti bipolari e 6 soggetti sani.  




I valori di immunoreattività di ogni proteina sono stati normalizzati sulle 
proteine totali e riportati su un grafico a barre che riporta il valore medio +/- la 
SEM del livello di espressione per singola proteina nei pazienti BD e soggetti 








Figura 4.1: immunoreazioni 
per campioni rappresentativi 
di BD, istogramma 
corrispondente per anticorpi 




     
 
 




L’analisi statistica parametrica è stata condotta utilizzando uno Student t Test 
per dati non appaiati (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001).  
Come è possibile notare, un incremento di espressione significativo è stato 
trovato nei pazienti BD per ApoA1, TPD e Aptoglobina rispettivamente 
nell’ordine di circa 40, 2 e 10 volte rispetto ai sani, mentre una riduzione di 
espressione nei pazienti affetti da BD rispetto al gruppo di soggetti sani è stata 
riscontrata per le proteine 14-3-3  e TPI con ordini di grandezza rispettivamente 
di 2,4 e 2,6  volte.   
TPI 
14-3-3 
Figura 4.2: immunoreazioni 
per campioni 
rappresentativi di BD, 
istogramma corrispondente 






L’andamento di espressione ritrovato per queste proteine nei nostri pazienti 
conferma quello riportato precedentemente nel lavoro condotto da Giusti et 
al.[26]  
Come già suggerito gli incrementi di espressione di  ApoA1 e Aptoglobina, 
riscontrati non solo in soggetti bipolari ma anche  in pazienti con depressione 
maggiore, potrebbero essere associati ad una risposta infiammatoria indotta  in 




Figura 4.3: pathway infiammatorio 
 
D’altro canto ApoA1 e Haptoglobina sono proteine sieriche, il fatto di ritrovarle 
nella nostra preparazione di citosol da linfociti potrebbe essere una 
conseguenza di fenomeni di internalizzazione a seguito di interazioni con le 




Risultati contrastanti sono stati riscontrati per le proteine LASP1 e STIP1.  
Queste proteine non risultano differenzialmente espresse in modo significativo 






Questo risultato risulta interessante alla luce del fatto che queste proteine 
insieme ad ACAD (Acyl CoA Dehydrogenase), un enzima  mitocondriale 
essenziale nel processo di ossidazione degli acidi grassi, risultavano in grado di 
discriminare la popolazione di pazienti psicotici con spettro BD non solo rispetto 
soggetti sani ma anche al gruppo di controllo patologico costituito da pazienti 
con depressione maggiore.  
In questo studio di validazione ci troviamo di fronte a 13 pazienti affetti da 






di BD, istogramma 
corrispondente per 






nella storia di malattia  la comparsa di un episodio depressivo o misto, 
comunque non al momento del prelievo.   
 
LASP1 è una proteina molto versatile e grazie alla sua struttura a multi domini è  
in grado di interagire con numerose altre proteine partner giocando ruoli chiave 
nella struttura e nel segnale cellulare e nei processi fisiologici.  
STIP1 è una chaperonina e i suoi valori di espressione variano in risposta a 
diverse condizione di stress.  
Come è evidenziato nel pathway (figura 4.3) esiste una relazione tra questa 
proteina e gli ormoni peptidici LH e FSH per i quali è stato osservato una 
correlazione tra il loro incremento e gli effetti collaterali del disturbo bipolare 
quali episodi  depressivi, maniacali e aggressivi. La stretta correlazione tra 
l’incremento di espressione di queste due proteine,  riscontrato nello studio 
precedente, e la manifestazione di un episodio psicotico (depressivo, maniacale 
o misto) nell’ambito di un disturbo bipolare, potrebbe trovare conferma nella 
mancata differenza di espressione significativa riscontrata per queste due 
proteine nel gruppo di pazienti bipolari studiati in questo percorso di tesi e 
rafforzerebbe ancora di più l’esistenza di risposte specifiche a profili specifici 
che potrebbero aiutarci nella diagnosi e nella scelta della terapia dei pazienti 
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Grazie mille a tutti gli amici di una vita che mi hanno accompagnata e sopportata in tutti i 
momenti “no”, grazie per ogni momento in cui con sessioni di gioco, caffè, chiacchere mi 
avete aiutata, a volte neanche sapendolo. 
Un grazie in particolare ad Alessandro che in tutti questi anni non mi ha fatto mai 
mancare appoggio, grazie perché ogni “sono orgoglioso” è stato importante ed è stato 
una spinta, grazie per avermi “accompagnata”(come sai tu) ad ogni singolo esame. 
Insostituibile. 
Inoltre vorrei ringraziare i farmacisti della Farmacia Vassallo di Camaiore per avermi 
mostrato il mestiere del farmacista e i farmacisti dell’ASL 12 Versilia per avermene 
mostrato un altro aspetto. 
 
…grazie a tutti quelli che in qualche modo hanno fatto questo cammino insieme a me.  
 
“I can show you,that when it starts to rain, everything it’s the same, I can show you, I can show you. 
Rain, I don’t mind. Shine the weather it’s fine. 
Can you hear me, that when it rains and shines, it’s just a state of mind? Can you hear me? Can you hear me?” 
(Rain – the Beatles) 
